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摘要 
1 
摘   要 
作为一种新型的均相实时 PCR 检测技术，多色探针熔解曲线技术具有简便
快速、特异性好、灵敏度高、结果准确可靠、检测成本低等优点，因此被用于遗
传、肿瘤及微生物等领域的检测。然而，该技术的检测对象主要是点突变（包括
错义突变、移码突变、小片段缺失或插入突变等），目前尚无报道将该技术用于
大片段缺失突变的检测和高 GC 含量的长片段 PCR 扩增子的检测。因此，本论
文围绕多色探针熔解曲线技术在不同类型基因变异中的检测进行研究，旨在进一
步证明该技术的灵活性及适用性。 
第一章为绪论部分，首先简要介绍了基因变异与人类疾病之间的关系以
及基因检测技术的发展，然后系统介绍了探针熔解曲线分析技术的发展、特
点以及目前适合的荧光探针类型，最后提出了本论文的研究目的、研究内容
和研究意义。 
第二章，以非综合征性耳聋为研究对象，考察多色探针熔解曲线技术用
于多基因多突变的检测能力以及异质性突变的检测能力。本章成功建立了一
个四管四色突变检测体系，实现了对中国人群 4 个常见致病基因的 20 种突变
类型的检测，并使用质粒 DNA 模板和 294 份临床标本对该体系的分析性能和
临床性能进行系统评价。结果表明，本章所建立的突变检测体系具有 100%的
重现性，能够稳定检测低至 100 pg/反应的不同基因型的人类基因组 DNA，并
且基因分型结果与金标准 Sanger 测序结果的一致率为 100%。 
第三章，为深入了解厦门地区非综合征性耳聋的主要分子病因以及热点基
因突变，使用第二章建立的四管四色耳聋突变检测体系对对 132 例来自厦门
地区的耳聋患者的唾液样本进行基因分型。132 名耳聋患者共检测出耳聋基因
异常者 42例（31.8%），其中 22例携带 GJB2 基因突变，16例携带 SLC26A4 基
因突变，4例携带线粒体基因 m.1555A>G均质性突变。本次调查结果显示，GJB2
基因的 c.235delC（15.9%，21/132）及 SLC26A4基因的 c.919-2A>G（10.6%，14/132）
为厦门地区的两大热点突变。 
第四章，以非缺失型 α-地中海贫血为研究对象，初步探究多色探针熔解曲
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线技术在长片段高 GC 含量 PCR 扩增中的点突变检测能力。本章建立了一个单
管四色突变体系，实现了对中国人群 6种常见的非缺失型 α-地中海贫血基因突变
的检测，并使用 700 份临床标本对该体系的分析性能和临床性能进行系统评价。
结果表明，本章所建立的单管四色突变检测体系具有良好的重现性，能够稳
定检测低至 1 ng/反应的不同基因型的人类基因组 DNA，并且基因分型结果与
反向点杂交法（RDB）和 Sanger 测序的分型结果完全一致。 
第五章，以 α-地中海贫血为研究对象，深入探究多色探针熔解曲线技术在
长片段高 GC 含量 PCR 扩增中的大片段缺失突变检测能力。本章建立了一个双
管三色突变检测体系，实现了对 α-地中海贫血的 4种主要缺失型突变和 3种常见
非缺失型突变的同时检测和基因分型。该双管三色突变检测体系能够在 3.5小时
内完成 PCR 扩增和熔解曲线分析，它可以稳定检测 5 ng/反应的不同基因型的人
类基因组 DNA，并且可以在嵌合样本中稳定检测到低至 5%的突变频率。同时，
使用 1213 份临床标本对该体系的临床性能进行了系统评价。1213份标本双盲检
测结果显示，该方法可以准确检测体系覆盖的 7种突变型，其分型结果和对照方
法的结果一致率为 99.3%，其中 8 份结果不一致的标本（7 份 HKαα/αα 和 1 份
HKαα/-α3.7）主要是由于传统方法不能将其与 αα/-α3.7基因型进行区分。该体系简
便快速、易于使用且分型结果准确，适用于 α-地中海贫血高发地区的携带者筛查、
产前诊断。 
 
关键词：基因变异；多色探针熔解曲线技术；非综合征性耳聋；α-地中海贫血 
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ABSTRACT 
As a novel homogeneous real-time PCR, multicolor melting curve analysis is 
cost-effective, easy-to-use, accurate, high specificity and sensitivity, therefore it is 
widely applied in the detection of genetic diseases, tumor and microbiology. However, 
it is mainly focus on the detection of point mutation, it has not been used to detect the 
large deletions in the long GC-rich amplicon. To address the issue, the flexibility and 
applicability of multicolor melting curve analysis were further studied in this paper by 
detection of different types of gene variation. 
In chapter one, we firstly introduced the relationship between gene mutation and 
human diease and the development of the methods for gene mutation detection. Then, 
we systematically introduced the method based probe melting curve analysis, 
including its development, characteristics and its suitable fluorescent probes. Finally, 
we put forward the purpose, contents and significance of this study. 
In chapter two, to study the possibility of detecting multiple genes simultaneously 
and the ability of detecting heteroplasmic mutations by using multicolor melting 
curve analysis, the MMCA assay contained four PCR reactions was established to 
simultaneously genotype the 20 common nonsyndromic hearing loss-related 
mutations of four prevalent causative genes in Chinese population. Then we 
systematically evaluated both analytical and clinical performance of the MMCA assay 
by plasmid DNA templates and 294 clinical samples previously genotyped by Sanger 
sequencing. The MMCA assay had a reproducibility of 100%, could detect gDNA of 
different genotype as low as 100 pg per reaction, and had an overall accuracy of 100% 
when compared with Sanger sequencing. 
In chapter three, 132 saliva samples provided by Zhongshan Hospital of Xiamen 
were used to detect for 20 mutations of four causative genes in order to investigate the 
incidence of nonsyndromic hearing loss and hot-spot mutations in Xiamen area, as 
well as the importance and significance of deafness gene detection. The results 
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